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Rim m aK鴫nik
エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 と2の ミ ュ ー (〃) オ ピオ イ ド受容体を介する効果を 〃 オ ピ オイ ド受容体を大量発現す る N G M O-251
細胞 で観察 した . N G M O-251細胞を - 40mV の 保 持電位か ら脱分極する と 急激 に活性化さ れ る 内向きCa2 十チ ャ ネ ル 電流を生
じた ･ 1 00FLM , 3iLlの エ ン ドモ ル フ ィ ン 1, また は2を滴下 した と こ ろ, Ca
2 +
チ ャ ネル 電流 は抑制され た . Ca2 十チ ャ ネル 電
の 平均 の 抑制率は, エ ン ドモ ル フ ィ ン1 で, 27.3 %, エ ン ドモ ル フ ィ ン2 で 19.7% で あ っ た . エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 や2の Ca2 +チ
ャ ネル 電 流抑制 に対す る G タン パ ク 質の 関与をみ る ため に, 100/ノ M N- メ チ ル マ レ イ ミ ド存在下 や, 細胞をあら か じめ 百日
咳毒素で処理 して おくと, エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 や 2を投与 し て も抑制が か か ら なく な っ た . また , エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 と2 は
Ca
2 十
チ ャ ネ ル 電流 の電圧依存性を大きく変える ことなく抑制 し た . 各 エ ン ドモ ル フ ィ ン の 効果 は濃度 一 反応 曲線 か らIC5｡億 が
10.2nM と 22.6nM と計算され た .
次 に, 細胞 内 Ca
2 十濃度 に対する エ ン ドモ ル フ ィ ン の 効果を他の ア ゴ ニ ス トと 比較 しなが ら調査 した . ブ ラ ジキ ニ ン は投 与
前の レ ベ ル より 平均4 03.2 %の 細胞内Ca2 +上 昇 を 生 じた が , 10､ 100nM の エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 や2の 投与で は, そ の よ うな細
胞内Ca2 +上 昇 は 観察 され な か っ た . 以 上 の 結 果は , エ ン ドモ ル フ ィ ン が , 生体 内で 〃 オ ピオ イ ド受容体を刺激 し, 膜電位依
存性Ca2+チ ャ ネ ル を抑制 し, 神経伝達物質と して 機能 して い る こ とを示唆す る.
Eey w o rds e ndo m o rphin s, iL - Opioidr e c epto rs, Ca
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cha n n el c u rr e nts, intr a c ellula rCa
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C O n C e ntr atio n
エ ン ドモ ル フ ィ ン (e ndo m o rphin)1と2は, 牛脳 よ り抽出さ
れ た , それ ぞれ
′
抒rLPr oノnサPheq N H2 と TyrPr o-P he-P he-N H2 の
4残 基の ア ミ ノ酸 か ら成 る ペ プチ ドで ある l).
エ ン ドモ ル フ ィ ン は , 〃 オ ピオ イ ド受容体 に高い 親和性で結
合する . エ ン ドモ ル フ ィ ン棟 の 免疫反応産物 が視床, 視床下部,
線状体や前脳等で見出さ れ て お り, その 部位 に 〃 オ ピ オイ ド受
容体も集積 して い る こ と が わ か っ て い る
l)
.
エ ン ドモ ル フ ィ ン
が , 鎮痛作用や オ ピ オ イ ド依存性 や神経内分泌活性 を生 じ る神
経伝達物質であ る とす る 仮説 があ る. もし , そ うで ある な ら,
エ ン ドモ ル フ ィ ン は, G タン パ ク 質の 活性 を変えたり, 効果器
酵素 に影響 を与え, セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー の 産生を変え る よ
うな生理痛性を示す必要があ る . ま た, エ ン ドモ ル フ ィ ン は,
〃 オ ピ オイ ド受容体を介 して イ オ ン チ ャ ネル 活性 を変化 させ る
こ とも期待され る .
上記の 仮説を実証す る た め に , 私 は , 今 臥 /ノ オ ピ オ イ ド受




こ の 細 胞 は , ニ ュ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ と グ リ オ ー マ を
か け合 わせ た雑種 N G lO8-15細胞 に2), 福 田 らが ク ロ ー ニ ン グ し
た ラ ッ ト〃 オ ピ オイ ド受容体cD N A
3) を導入 (トラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン)した神経膿瘍細胞 である. こ の 細胞 は, 親 の N G lO8-15
細胞で 記述 され た の と 同様な低開催 と高閲借 の 両Ca2 +内向き電
流を持 つ 4). 従 っ て , N G M O-251細胞 は, オ ピオ イ ド受容体を
介する イ オ ンチ ャ ネル 活性変調 を調査す る の に適 した細胞と い







- 01トe nkephalin(D A M G O)や デ ル タ (∂)ア
ゴ ニ ス ト【D･Pe n
2
, D-Pe nトe nkephalin (D P D P E) が こ の 細胞 の 持
つ 山 一 コ ノ ト キ シ ン 感受性 (N一 夕 イ ブ) の Ca
2十
チ ャ ネル 電流 を抑
制す る こ と を示 した 5). その 時 は, - 80mV か ら の 脱分極 に対
し て生 じ た 内向きCa2 +チ ャ ネル 電 流 へ の エ ン ドモ ル フ ィ ン の 効
果 を観察 した が 封 , そ れ以 外 め実験条件 に よ る 高閲値 Ca2
+電流
に 村 し て は 調査 し て い な い . そ こ で , 今 回 , 保 持 電圧 を -
40mV に し, そ の 電位 で も失活 し て い ない Ca2
+
電流成分に つ い
て, エ ン ドモ ル フ ィ ン の 効 果を新た に確認する こ と に した.
と こ ろ で , ∂ オ ピ オイ ド受容体 は G タン パ ク 質ノ9 γ サ ブ ユ ニ
ッ トに より ホ ス ホ リ パ ー ゼ C に連結 し てお り , イ ノ シ ト ー ル 三
リ ン酸 を産 生す る結果, 細胞内Ca
2 +
プ ー ル か ら Ca
2 +の 動員を
す る こ と が報告 され て い る6) 7) . 一 方 , 〃 オ ピオ イ ド受容体に つ
い て は情報 が少なく, 良く解 っ て い ない . そこ で , エ ン ドモ ル
フ ィ ン に よ る 〃 オ ピ オイ ド受容体刺激が , 細胞内 Ca
2 十濃度を変
えるか どう かを , フ ラ (Fu ra)-2 Ca2 十蛍光試薬 8) に より測定 した･
平成11年2月 1日受付, 平成11年3月29日受理




D-Pen]- enkeph alin;D M E M, Dulbec co-s m odi丘ed Eagle-s mediu m;S E V C, Single
ele ctrode v oltage clamp;N D, n Otdeter min ed
エ ン ドモ ル フ ィ ン とCa2 +シ グナ リ ン グ
その 結果 , エ ン ドモ ル フ ィ ン は 〃 オ ピ オ イ ド受容体 を介 して
Ca
2+セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー 系に は少なく ともこ の 細 胞で は,
連結 して い な い こと を示す結果を得 た の で報告す る.
材料 お よび方法
Ⅰ. 細 胞
本研究 にお い て用い た 細胞は , N GlO8-15細胞 (マ ウ ス 神経芽
腫細胞 N 18T G-2 と ラッ ト グリ オ ー マ C 6 B U-1 との 雑種細胞) と
こ の 細胞 に 〃 オ ピオ イ ド受容体を コ
ー ドする cD N Aを トラ ン ス
フ エ ク シ ョ ン した N G M-0-251細胞であ る4】. 〃 オピ オイ ド受容
体遺伝子 の トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に は哺乳動物発現 ベ ク タ ー と
して , pK N H
4)を用 い た . この ベ ク タ ー は pB R322 とpB R3 27を
骨格にもち, ク ロ
ー ニ ン グ部位 の 上 流 にS V 40の 初期 プ ロ モ ー
タ ー と下 流 に は β
- グ ロ ビ ン遺伝子 の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル
が 加えら れ て い る. ま た 形質転換細胞を選択 できる よう にネ オ
マ イ シ ン 耐性遺伝子も組み込まれ て い る .
P E N Hの ク ロ ー ニ ン グ部位 に, 〃 オ ピ オ イ ド受容体 を コ ー ド
する塩基配列 を挿 入 し, プラ ス ミ ドpR O RS 15-
3)
を得た . この
プラ ス ミ ドを N G lO 8-15細胞 に カ ル シ ウ ム リ ン 酸法で ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン した . 〃 オ ピ オイ ド受容体を発現す る細胞株 は,
ネ オ マ イ シ ン (80 0/上 g/ml) 存在下 で 生 存 した 細月包と して 選択
した . 次 に ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法で トラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た ク ロ
ー ン が 実 際 に 〃 オ ピ オ イ ド受容体を発現 し て い る こ と を確認
し, N G M O-251株 細胞を得た
4)
. 他方, こ の 細胞 は親株細胞由
来の 内在性 の ∂ オ ピ オイ ド受容体も持 っ て い る .
こ れ ら の 細胞 は5 %ウ シ胎児血清(Gibc o, NewYork, U S A)を
含有す る グル ベ ッ コ 変法 イ ー グ ル 培地 (Dulbe c c oIs m odified
Eagle
rs m ediu m, D M E M, Gibc o) に て, 37℃, C O210 %の 濃度
下で 培養 し た 9). 培 地 に は さ ら に , 1 00/ノ M ヒ ポ キ サ ン チ ン ,
0.1〃 M ア ミノ プテ リ ン お よ び 16/ノM チ ミ ジンをく わえた . 分
化の 誘導 は プ ラ ス チ ッ ク培養皿 (Falc o n社製, Be cto nDickso n,
Ne wJe rs ey, U S A) に1 % ウ シ胎児血清 , 100FLM ヒ ポ キサ ン チ
ン, 16FL M チミ ジ ン , 0.2 5m M ジ ブ チ ル サ イ ク
7) ッ ク AM P
〔ヤ マ サ醤油, 千葉)を加え, CO2イ ン キ ュ ベ ー タ 内で 10 % C O2
を含む空気 下 に , 37℃, 湿度100% の 条件～,)で2 ～ 3週 間培養 を
行 っ た . 培 養中 は培地を2日 お きに 交換 した . プ ラ ス チ ッ ク 培
養皿 底面全体 に は , 0.0 1 % ポ1) オル ニ ナ ン (Sigm a, St. Lo uis,
U SA) 【150m M ホ ウ酸緩衝液 bH 8.1) に溶解 し, メ ン ブ ラ ン フ
ィ ル タ ー (M IL E X- GS, M illipo re, 東京)を通 して 無菌化]液1 ～ 2
滴を滴下 し塗布 した .
Ⅰ . 記録準備
上記の 培養皿 と 3 M K Cl を満 た した容器と を寒天 ブリ ッ ジ に
て電気的に連結 した . さ ら に上 記 の 容器中に お い た, 銀 一 塩化
銀電極を介 して 下記 の 増幅器 に接続 し た . 直流液の 温度を 一 定
にする た め , 上 記の 皿 を の せ た培養顕微鏡 ス テ ー ジ の 下 に張り
めぐら した電熱線 を直流電源(P S-41 ⅩM, D aiw a, 大阪) に接続 し
た. 液流液温度を潅流中 にお い た温度 セ ン サ ー プ ロ ー ブ (51 1,
Yellow Springs In str u m e nt, O hio, U S A) と 温度 モ ニ タ ー
CYSI72A, Yello wSpringsIn stru m e nt) に よ っ て 33､ 35 ℃ に保持
した . 実験 台の 周囲を金網張り の 衝立 で さ えぎり こ れを接地 し
た
. さ ら に交流雑音 の 原因となりうる全周辺機器【実験台, 倒
立顕微鏡(オ リ ン パ ス , 東京), オ シ ロ ス コ ー プ 匪212,VC-6020,
日立, 東京), 刺激発 生装置(D P S-16 5 B, Dia Medical Syste m,
東京), マ イ ク ロ マ ニ ュ ビ ュ レ 一 夕 ー (L 由也, Ge m a ny), 記録計
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(即G-4124, 日 本光電 , 束 京) な ど】 を接地した. 港流液を重力
に よ っ て滴下 し, 培養皿 の 反対側か ら吸引排除 した.
Ⅱ . 膜電流の 測定
微小電流増幅器 伍ⅩO Clam p-2 A, Ax o nIn stru m e ntS,Fo sterCity,
US A)を用い て単電極膜電位固定法 single ele ctr ode v oltage
Cla m, (S E VC)に よ っ て 膜電流を測定 した . N 型お よ び L型 CaZ
+
電流の 測定に は , ホ ー ル セ ル バ ッ チ タ ラ ン プ法を用 い た. Ba2 十
を主な キ ャ リ ア ー とす る N型お よ び L 型チ ャ ネル 電流を, Ba
2 +
を含む 次の 様 な組成の 細胞外液【50m M BaCl之,.30m M NaCl, 1
m M MgC12,5 m M CsCl,20m M D- グル コ ー ス ,20m M 塩化テ ト
ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム (Na caleite s c, 京都), 0,1FL M テ トロ ド
トキ シ ン
, N-2-hydroxyetyl-pipe ra zin e-N
l
-2- etha n e sulfo nic a cid
(Hepe s) βigm a)10m M, pH 7.2】 で 港流 した
9)10)
.
パ ッチ ガラ ス
電極(G l.5, 成茂)を2段 プ ラ ー (成茂) で引い て 作製 し, 次に
示 す組 成 の 溶 液 【15 0m M CsCl, 1 m M M gC12, 10 m M
ety1e n eglyc ol-bis-(β-a min o ethyl ethe r) N, Nl-tetr a a C etic a cid
田G T A) (Sigm a),1 m M A TP(S短ma),10m M Hepe s, pH 7.3】で
満た し た. まず, ブ リ ッ ジモ ー ドで 電極 の 電気抵抗を モ ニ タ ー
しな が ら電極 を細胞膜 に接触 した さ い の 電気抵抗 の 上 昇を観察
した 後 に1.O Hz, 10 ミリ秒, 0.1 nAの 電気刺激を与え, 吸引に
よ り電極の 電気抵抗が 1 G n以上に 上 昇する の を待ち, さら に
吸引す ると電気抵抗 が突然減少した . 次 に , D D Cモ ー ド に切
り替え, モ ニ タ ー 電圧が く形波状 と な る まで帰還回路 の 電気容
量を上 げ, S E V Cモ ー ドに切り替え D C ク ラン プ に して20m V,
10 ミリ秒, 10 Hz の 電気刺激を加え, 帰還回路の 電気容量 を最
小 に しなが ら増幅器 の ゲ イ ン を上 げた . 膜電位を, - 40mV に
保 持 し, + 10､ 十 80皿Ⅴ の 1秒 の ス テ ッ プ パ ル ス を加え ると L
塑と N 型の 高岡値Ca2
+
チ ャ ネル 電流 が得 られ た.
Ⅳ . 細胞内 Ca2 十測 定
Fu r a-2 対応の 倒立 型 の 落射蛍光顕微鏡(オ リ ン パ ス I M T-2)
を用い た透過観察 に は接眼 レ ン ズ に1 5Ⅹ, 対物 レ ン ズ (位相差
で は な い) に20 Ⅹを用い , 中間変倍率を1.5Ⅹ と して450倍と し
た
. Ca
2~ト測光装置 に は, フ ォ ト マ ル を用 い た ス ポ ッ ト測光装置
(オリ ン パ ス OS P-3)を用 い た
8)
.
こ の 装置 では ス ポ ッ トをあて た
1 つ の 細胞全体 の Ca2 + 濃度しか 見 られ な い が , 0.1秒間隔で測定
できる と い う点 で, 短 い 間隔で 早い Ca2 十 濃度 変化 をと ら えられ
た .
Fu r a-2 に よ る2波長励起, 1波長(510n m) 測光をお こ な っ た .
Ca
2 十
に 関し て は , 波長340n mで励起 し た時 に発生 す る 蛍光は,
細胞内Ca2+ 濃度増加 に し たが い 増大 し, 38 0n 皿励起で は逆 に
減少す る . 一 方360n 皿で は , Ca
2 十 濃度に よ らず ほぼ 一 定 強度
の 蛍光を出す(実際 に は細胞内 Ca
2 T 濃度が 増加する と, 360n m
で の 蛍 光強度 は少 し減少す る .▼そ
こ で Ca
2~1売人 測走 に は3 40
n m 励起用フ ィ ル タ ー と380n m 励起用の フ ィ ル タ ー をセ ッ トし
て , 蛍光強度比(Ⅰ340/Ⅰ3 釦)を しら べ た . 同時に340m m波長
で Ca2
十
濃度の 変化をモ ニ タ ー した
8)
.
培養皿 は カ バ ー グラ ス (40 Ⅹ50rn m, Nolthickn e s s, マ ツ ナ
ミ) の 上 に, 内径19m m, 外径25m m の シ リ コ ン チ ュ ー ブを
7m m 位 に切断 して 載せ , こ れら を市販 の シ リ コ ン 系充 て ん剤
(防 カ ビ剤な し) で接着 させ る . そ して2 - 3日間以上乾燥 させ
た 後, オ ー トク レ ー ブす る. この 培 養皿 を, 短冊型の 濾紙を両
端 に敷い た 100 m m径ディ ッ シ ュ の 中 にい れ る . ガラ ス 面は細
胞が生え にくい の で , こ の培 養皿 に ポ リ リ ジ ン を加えて2日以
上 , 10 % C O2イ ン キ エ ペ 一 夕 ー 内に入れ て おい た . つ い で ポ リ
3､32
1) ジンを除き, 培養液 (D M E M) で 洗 っ た後, 10 % F CSを含 む
D M E Mを1.5ml 入 れ, イ ン キ エ ペ 一 夕 ー 内 に1時間位 お い た .
そ こ へ N GlO 8-15細胞を1-1.5Ⅹ102 c e1s/m m2に な る よ う に加え,
翌日 実験を行 っ た .
Fu ra-2A M(50Fl g/バ イ アル)(同仁) に D M S O 50iLlを加え,
Fu ra～2 A M溶 液を作り , 3iLlず つ あ ら か じめ 分注 して お い た .
実験時 , 培養液 の 血 清濃度 を1 %以 下 に した . 上 記 の Ftl r a-2
A M液3〃1を, 培養液約50〃1 に ピペ ッ テ ィ ン グ に より希釈 し,
上 か ら 静か に 皿 全体 にま ん べ ん なく かけ, C O2イ ン キ エ ペ 一 夕
p 内 に置い た . 1時間後, Fu r a-2 A M 入りの 培養液 を実験溶液
に変えた. 励起波長340n m用と 380n m用の フ ィ ル タ ー を セ ッ
ト し, 目 的と す る1つ の 細 胞 にス ポ ッ トをあて る . フ ォ ト マ ル
電圧の 感度をあげて い き, 細胞 内Ca
2 十濃度 が生理範囲内 にある




N G M O-25 1細 胞 の膜電位を - 80mV に保 持 し, 1秒 間+ 20
m V に脱分極刺激を加える と , Ba2
+をチ ャ ー ジ キ ャ リ ア ー と す
る 内向き電流 が生 じた . そ の 内向き電流 は, 10ない し100nM
の エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 とエ ン ドモ ル フ ィ ン 2の 細胞外還流ま た
は , 3/Jl の パ フ 投 与 に よ り, 抑制 さ れ た . その 抑制 は , テ ス
ト刺激前 に - 20m V まで 脱分極 をす る ダブ ル パ ル ス 法に よ る 前
回の 結果4)とほ ぼ 同様 であ っ た .
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Fig. 1. Efftctofe ndo m o rphin l(E M l), e ndo m o rphin 2(E M 2)
a nd D P D P Eo n high-thr e shold Ca
2 +
cha n n el c u rr e ntsin
N G M O-251cells.
Up pe r sho w s a v oltage pr oto c ol. Ev e ry 3 0s, 200 m s
depolariz atio nto + 20rnV &o m
q 40血V w as applied. Low e r
tr ac e s sho w c u rre ntr e c o rds ev oked befo r e
,
at15-20s afte r
applic atio n of lOOnM E M l仏, D, G and I), E M 2(B, E, H and
J), a nd D P D P E(C a nd F), a nd 2-3 min afte r ap plic atio n at
r e co v e ry(A･F). Cu rr ent tr ac e s w e re re c o rd d 血･o m tW O C ells
in the abs e n c e(みC)a ndpre se n ce of lOFJ M nal0 ⅩO n e(Nal, D-
F), C ellsdtlring s upe血 sio nwi th 100FLM N- m ethylm aleimide
(N M M, G a nd H) o r c ellstre ated with lOOng/mlpe rtu s sis
to xin (PT k)for18 hr(I andJ). Co ntr ol,te St and/o r re c o v ery
c u rr▼e ntS 壷e re s upe rimpo s ed; Note thatthe c u rr e nt w a s
s uppre ss ed bythre epeptides o癖 in the co ntr oIc o ndito n(み
C). Scalebars repr esent2nA fo rA and5nA forBJ
次 に, Kasaill)に よ り報告 さ れ た , -40mV の 保持電位か ら脱
分極す る と 急激 に活性化 され る Ca2 十 チ ャ ネ ル 電流 を測定 した
.
こ の 方法で も, や はり Ba2
十
をチ ャ ー ジ キ ャ リ ア ー と した . そ の
時, 弱 い 不活性化 しか み られ ず, Ca2 十チ ャ ネ ル 電流を測定する
の に好都合 と言 わ れ て い る . こ こで は前回と異なり , ダ ブ ル パ
ル ス 法 を使 わず, 単発脱分極刺激で誘発さ れ る Ca
2 +
チ ャネ ル 電
流 に対する エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 と, エ ン ドモ ル フ ィ ン 2の 効果
を調 べ た,
国1は , そ の よう な Ca
2 十
チ ャ ネ ル 電流 が そ れ ぞ れ 100nM の
エ ン ドモ ル フ ィ ン1(図1 A), エ ン ドモ ル フ ィ ン 2(図1 B), なら
び に D P DP E(図1C)の 投与 に より抑制 され る事 を示す. 平均の
Ca2 +チ ャ ネ ル 電 流 の 抑制率 は , エ ン ド モ ル フ ィ ン 1 で 27.3 ±
2.60 %Ⅸ ± S E M, n =26), エ ン ドモ ル フ ィ ン 2 で 19.7士 2.0 %
(n=21)で あり, D P D P Eの 23.2± 3.94 %(n=10) と同 じか , ある
い は そ れ 以上 の 有意 な抑制であ っ た (表1). オ ピオ イ ド受容体
の 措抗剤 である10nM ナロ キ ソ ン との 同時投与で は こ の 抑制は
み ら れ なか っ た (図1 D,E と円 .
また , エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 と2の Ca
2 +
チ ャ ネ ル 電流抑制に対
する G タ ン パ ク 質の 関与 をみ る た め に, 100/∠ M N- メ チ ル マ レ
イ ミ ド存在下 (図1 G と E) や細胞をあら か じめ 百 日咳毒素で処
理 して お く と (図1 ⅠとJ), エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 や 2を投与 して
も抑制 は ほ と ん ど生 じな か っ た (表1).
園2 は, こ こ で 観察 した Ca2
十
チ ャ ネル 電流の 膜電位依存性 ロー
Ⅴ 曲線)を示す . + 20mV付近 に ピ ー ク を持 っ て い た . エ ン ド
モ ル フ ィ ン1(Fig. 2A)と エ ン ドモ ル フ ィ ン2(囲2 B) は こ の 高閲
値 Ca2 + チ ャ ネル 電流 の 持 つ 電圧 特性 (依存性)を大きく変える
こ と なく抑制 した . ま た エ ン ドモ ル フ ィ ン の 洗 浄除去後 , トⅤ
関係は お お よ そ 元 に回復 した.
各エ ン ドモ ル フ ィ ン 濃度 で の 抑制率 を図3 に プロ ッ ト した.
そ れぞ れ の 曲線 か ら 50 %反応抑制濃度値 は1 0.2nM と22.6 nM
と計算 され た .
Table l･ Inhibition of hight-thr eshoId Ca
2 +
cha nn el c u rre nts
[ICa(h)]by e ndo m orphin l(E M l), e ndom orphin 2(E M 2)
a nd D P D P Ein NGlO 8-15cells and tr an sfor m ed N G l O 8-15
C e11s expresslng /L q OPioidr ec eptors
Drug Pr etre am e nt
Inhibitio n ofpe ak ICa(h)(%)
N G MO-251 NGlO8-1 5
D PD PE
No n e 2 7.3 ± 2.6 0(26)*
N M M l.63± 2.13 (7)
P Tx - 2.0 8 ± 2. 4 (7)
No n e 19.7 士 2.00(21)
*
N M M O.1 2±1.1 3(8)
P Tx l.7 7±1,59 (4)
No n e 23.2±3.94(10)*
N M M 2.7 2 ±2.5 1(7)











ICa (h) w as e v oked as sho w nin Fig. 1. E M l, EM 2 and
DP D PE(100nM e a ch)w ere ap plied by press ure- ejectio nfr o m
a micropIPrette O ntOthe c ellsom a･ Cells w er epretreated with
Or Witho utlOOFLM N
- m ethylm aleimide(N MM)fbr20 mirLOr
lOOnghnlPTxfbr 18hr. ND, nOtdete n nin ed. Data are盲±
SE M of perC entageS Ofpe ak ICa(h)inh ib itio n(n o. of cells
tested). *S ignific antly different 魚
･
O m Zer Oinhib itio nby n o
applicatio n at P< 0.01.
Kn匂nik
エ ン ドモ ル フ ィ ン と Ca
2 + シ グ ナ リ ン グ
次 に, 細胞内 Ca
Z +
膿度 に対する エ ン ドモ ル フ ィ ン の 効果を他
の ア ゴ ニ ス ト と 比較 しなが ら調査 した (囲4). ア ゴ ニ ス トの 1
つ プラ ジキ ニ ン は N G lO8-15細 胞で ホ ス ホ リ パ ー ゼ C を活性化
し, 細胞内 Ca
2 十
プ ー ル か ら の Ca
2 + 動員 をは か り, 細胞 内Ca
2 十
濃度 を上 昇 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る
12)
. プ ラ ジ キ ニ ン (10 0
nM , 図4 AとB)や DP DP E(100nM , デ ー タは 示 さず) で , 投与
前の レ ベ ル よ りそ れ ぞれ 平均403.2± 2 8.6 %(n=2 5)と186.1±
36.7 %(n =10)の 細胞内Ca2
+
上 昇が 記録できた . 一 方, 10～ 100
nM の エ ン ドモ ル フ ィ ン 1(図4 A) や 2(図4 B) の 投与 で は, そ
の ような細胞内Ca
2 +
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Fig･2･ Endo m o rphin l- a nd e ndo m o rphin 2-indu c ed
depres sio n of high-thr eshold Ca
2'
cha n n elc u rre nts r e co rded
&o m N G MO-251c els.
Gr aphs sho w pe ak c urr e nts plotted again st com mand
pote ntial, r e C O rded befor e, afte r and du ring s uperfusio n with
10 nM e ndo m o rphin l(朗or e ndo m o rphin 2(B). Cu rre nts
We r e e v oked bythe s a m eproto c ola sin Figu rel, e X C eptthat
200m stestpulse s w e re st p pedto -600rtO + 60mV wi th 10
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Fig. 3. Do s e- r e SPO n S e r elatio n shipfo rinhibitio n of high-
thre shold Ca
2 +
cha n n elcu rr e ntsbye ndo m o rphinl(E M l) and
2(EM2).
Cu re nts w e re e v oked ev e ry 30s, aSin Figu re l. M e an
pe rc e ntinhibitio n of 3
-7 c e11s during supe rfusion wi thv a rio u s
C O n C e ntr atio n s ofe ndo m o rphin s. Cu rv e S ar ele a st
-Squ are S丘ts
to the equ atio ny= Ⅹ/ O(+ K) wher ey= % inhibitio n, Ⅹ= agO ni$t







Fig.4. Flu o m etric al r e c o rding of intr a c elula r Ca
2 +
c o n c e ntration s血
･
O mtW ON G MO-251cells.
Flu ore s c e n c e changein r e spon s eto e ndom orphin l(E M l, A)
O r e ndo m o rphin 2(E M 2, B) o rbradykinin (B K, A a nd B).
Arrowsindic ate the addido n of 2 5mlof 200nM E M l,20mM
､
E M 2and 2m M BK whichgav e丘nalc o n c e ntr atio n s of lOnM
E M l,1000nM E M 2and lOOnM B K,r e SPe Ctiv ely.
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考 察
今回の 実験 で , 脳 に存在す る神経 ペ プチ ドで ある エ ン ドモ ル
フ ィ ン が南開値 Ca2 十 チ ャ ネル 電流を抑制する こ とが わか っ た .
今 回と前回4), 異 な る Ca
2 十
チ ャ ネル 電流発生の 条件 で同様な結
果が得 ら れ た こ とか ら, エ ン ドモ ル フ ィ ン は 〃 オ ピ オイ ド受容
体を刺激 して , C ㌔
+
チ ャ ネ ル 活性を制御する こ と が 明確 に な っ
た . こ の 反応 が ナ ロ キ ソ ン で 阻害 され た こ と か ら も この ことが
支持さ れ る . この 電流が N タイ プで ある か , そ の 他 の タイ プの
Ca2
+
チ ャ ネ ル 電流で ある か につ い て は今回は実験 しな か っ た .
前 報ヰ)でも述 べ た様 に N G lO8-15細胞 の この 電流Ⅰ3)が 山 一 コ ノ ト
キ シ ン 感受性 であ る こ とか ら N タイ プと推定さ れ る が 将来 こ の
点を明確 にす る必要がある .




モ ル フ ィ ン によ る抑制が消失した こ とは , 〃 オ ピオ イ ド受容体
か ら Ca
2 +
チ ャ ネ ル 分 子 へ 至 る膜内情報変換 が Giや G｡ タ イ プの
G タン パ ク 質 で行 われ て い る事を示 し てい る . Giや G｡ タ イ プ
の G タン パ ク 質の α か βγ の どち らの サ ブ ユ ニ ッ トが 関与 して
い る か に つ い て は 今後検討する必要 があ る,
本報告の最重要結果 は, エ ン ドモ ル フ ィ ン に より細胞内 Ca2 +
濃度の 上 昇が 見 られ な か っ た こ とで あ る. こ の こ と は , 〃 オ ピ
オイ ド受容体 は ∂ オ ピオ イ ド受容体 と異 なり6), ホ ス ホ リ パ ー
ゼ C に は連結 して い ない こ とを示唆 して い る . 以上 , 今回 の 実
験 か ら, エ ン ドモ ル フ ィ ン → 〃 オ ピ オ イ ド受容体 → Gi/Go →
Ca2 十チ ャ ネル , と い う信号伝達機構が生体に存在す る こ とを示
して い る .
今回用 い た , 〃 オ ピ オイ ド受容体 cD NA は, ∂ オ ピ オ イ ド
受容体cD N Aの 塩基配列 の情報か ら京都大学の 福 田 ら3)に より
分維さ れ た もの で あ る. 〃 オ ピ オイ ド受容体の ア ミノ 酸配列 の
特徴は , G タン パ ク質に連関す る7回膜貫通型 の 受容体あ る こ
と を 示 して い る . 以 前か ら, 〃 お よ び ∂ 受容体 が Giを介 して ア
デ ニ ル 醸 シク ラ ー ゼ の 抑制 と K + チャ ネ ル の 開口 に共役 し, G(,
を介 して Ca2 十チ ャ ネ ル の 抑 制 に 連結す る こ とが 報告 さ れ て い
る 13卜 18)
. 今 回の エ ン ドモ ル フ ィ ン を 周 い て の 実験結果もこ の よ
うな 報告 と同 一 線上 に ある .
〃 オ ピオ イ ド受容体を介 した 生 理 薬理的作用 と し て , 鎮痛作
用に関与 して い る と考え られ て い るが , モ ル ヒ ネな どの 麻薬性
鎮痛薬の作用 に は 〝 受容体が と くに 重要である と され て い る
1}
.




21)に 関係す る神経細胞 が エ ン ドモ ル フ ィ ン を分
泌 し, 〃 オ ピオ イ ド受容体 を直接刺激す る こと に より , 鎮痛 等
に 関係 して い る と思 わ れ る . 今後 実際 こ れ ら の 部 位 の 細胞 の
Ca
2 十
チ ャネ ル 等 へ の効果を研究する必要がある .
結 . 論
エ ン ドモ ル フ ィ ン1 と2の 〃 オ ピオ イ ド受容体を介す る内向
き Ca2'チ ャ ネ ル 電流と細胞内 Ca2 十濃 度 に対す る効果をFL オ ピ
オ イド受容体を大量発現す る N G M O-25 1細 胞 で 観察 し た .
N G M O-251細胞を - 40mV の保持電位か ら 脱分極す る と Ca2 十 チ
ャ ネル 電 流 を 生じた . エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 と 2の 投 与 に より
CA
2 +
チ ャ ネ ル 電流 は抑制された . N - メ チ ル マ レイ ミ ド存在 下
や 細胞をあ らか じめ 百 日咳毒素で処理 して おく と , ､エ ン ドモ
ル フ ィ ン1 や 2の 反応 が 消失 した 土と か ら , G タン パ ク質 の 関
与が 証明 さ れ た . ま た , エ ン ドモ ル フ ィ ン 1 と2 は Ca
2 十
チ ャ ネ
ル 電流の 電圧特性 を変える こ と なく抑制 した . 各 エ ン ドモ ル フ
ィ ン の 有効濃度 は ナ ノ モ ル の 程度 と計算 さ れ た. エ ン ドモ ル フ
ィ ン 1や2 の 投与 で は , 細 胞 内Ca
2 +
上 昇 は観察 さ れ なか っ た .
以 上 の 結果 は, エ ン ドモ ル フ ィ ン が 生 体内で 〃 オ ピオ イ ド受容
体を刺激 し, 膜電位依存性 Ca2 十チ ャ ネル を抑制 し, 神経伝達物
質 と して 機能 L てい る こ とを示唆す る.
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Key w o rds e ndo m orphins, FL
-OPioidrec epto rs, Ca
2 +
cha n n elc u rr e nts,intra c ellula rCa
2 +
c o n c e ntration
A bstr act
Endo m orphin l(E M l)a nd e ndom o rphin 2(E M 2), re C e n tlyisolated fro mthe br ain, ar ethe 丘r st e ndoge nou s m a m malian
Peptides with highest spe cific ty a nd afnnity for the p
- OPioidrecepto r･ How e v e r, the physiolog yofthese peptidesis no t
know n. Therefor e, W ein v estlgatedthe effe ct of E Ml a nd E M 20n highthre shold Ca
ユ十
cha n n elcu rre ntsin N G M O-2 5 1c ells,
Which w e rethe NG l O 8-15 m o u se n e u r oblastom a x r atgliom ahybridc ells overe xpr e ss lng Clo n ed r at p
- OPioidre cepto r s･ Ca
2 十
Cha n n el c u rr e ntsw e re m e a s u red by the whole
-C e11v oltage
- Cla mp m ethod. E M land E M 2 inhibited the highthre shold Ca
コ+
Chan n el c u rre ntby 27.3% a nd 19.7 %, re SPe Ctiv ely;but they didn otinduc e theide ntic al inhibitio nin the parental N G lO 8-1 5
C ells e xpr esslng endoge n o u s8
-r e C ePtO rS. T heI C5 ｡fo rE M land E M 2w a s10･2 and 22.6 nM , r e SPeC tiv ely･ Pr etre atm e nt of
N G M O-2 5 1cells with l OOm M N- m ethylm aleimide o r10 0ng/mlpe rtus sis to xin blo cked the E M
-indu ced Ca
2 +
cha n n el
C u rre ntinhibition ･ Ap plic atio n s ofe ndo morphin sdidnotele v ateintr a c ellular Ca
2 +
c onc entra tio n s, W hile br adykinin didt Ou r
re sultsindica te thatE Msinduce the Fl
-r e C ePtO ト m ediatedinhibition of Ca
二 十
cha n n els via G)/Go -ty Pe Of Gprotein s, a nd s uggest
thate ndo morphin sfu n ction as ne u rom odulatorsin thebr ain ･
